
3 
3 
H 
k 
k  
5 
5 
5 
6 
7 
7 
8 
9 

RIJKSINSTITUUT VOOR VISSERIJONÓERZOEK 
Haringkade 1 - Postbus 68 - IJmuiden - Tel. (02550) 3 16 1U 

« 

Afdeling: MILIEU-ONDERZOEK 

r I 

Rapport: CA 85-08 

Rood-kleuring van aal en baars, veroorzaakt 
door sportvissers, die rode maden of 
Mix 2000 met Sudanrood kleurstoffen gebruiken. 

^uteur' Mia Kerkhoff, Nelly Scholtz, Arie de Vries, 
Jack Speur en Jan van Willigen. 

L -J 

Project: 71 33 

Projectleider. drs. M.A.T. Kerkhoff 

Datum van verschijnen: december 1985. 

Inhoud: Samenvatting. 
1 . Inleiding. 
2. Materialen. 
3. Ontwikkeling van de chemische analyse. 

3.1. Extractie. 
3.2. Zuivering. 
3.3. Detectie. 

3.3.1 . Oriëntat ie. 
3.3.2. HPLC 

U. Identificatie en voorkomen. 
5. Bronnen. 

5.1. Hengelsportartikelen. 
5.2. Aquarium experimenten. 

6. Discussie. 
Literatuur. 
Tabellen en figuren. 

DIT RAPPORT MAG NIET GECITEERD WORDEN ZONDER TOESTEMMING VAN DE 
DIRECTEUR VAN HET R.I.V.O. 

635 



- 2 -

ROOD-KLEURING VAU AAL EN BAARS, VEROORZAAKT DOOR SPORTVISSERS, DIE RODE 

MADEN OF MIX 2000 MET SUDANROOD KLEURSTOFFEN GEBRUIKEN. 

Mia Kerkhoff, Nelly Scholtz, Jack Speur, Arie de Vries en Jan van Willigen. 

SAMENVATTING 

Sudanrood kleurstoffen werden geïdentificeerd als de veroorzakers van 
rood-KLèiirirïg bij aal en baars. Een analyse methode werd ontwikkeld 
bestaande uit een Soxhlet extractie met pentaan, gevolgd door een 
zuivering met Bio Beads SX-3 gelfiltratie en kwantitatieve detectie met 
normale fase HPLC. 
De in aal aangetroffen gehalten varieerden van < 0,1 tot 9»6 mg/kg voor 
Sudanrood 7 B en van 0,07 tot 6,9 mg/kg voor Sudanrood IV. Meestal waren 
beide stoffen aanwezig, waarbij beurtelings een van beide dominant was. 
Daarnaast werden nog minstens h andere rode kleurstoffen aangetroffen, 
die alle ook aanwezig bleken te zijn in het technische mengsel Oil 
red tax. 
Door sportvissers gebruikte met Oil red 7 B of Oil red tax behandelde maden 
lijkende belangrijkste veroorzakers van de rode alen te zijn. De Sudan­
rood kleurstoffen konden in de maden worden aangetoond op een minimaal 
10 voudig hoger niveau als in de vissen. Bij aquarium experimenten kregen 
met rode maden gevoerde alen al na drie weken een rode gloed en werd na 
10 weken een gemiddeld Sudanrood IV gehalte van 1k mg/kg bepaald. Van de 
andere hengelsportartikelen bleken in Mix 2000, formule b, lokaas voor 
witvis, eveneens alle in Oil red tax aanwezige stoffen te zitten, waar­
onder 580 mg/kg Sudanrood IV. 
Volgens de Warenwet mogen Sudanroodkleurstoffen niet aan levensmiddelen 
worden toegevoegd. De belangrijkste bron van verontrusting van deze 
diazokleurstoffen vormt hun mogelijke kankerverwekkende werking. De 
uitgangsprodukten voor hun synthese zijn carcinogene stoffen en op grond 
van hun structurele overeenkomsten met erkend kankerverwekkende stoffen 
zijn ze potentieel verdacht carcinogeen. Dit ondanks het feit, dat de 
carcinogeniteit van de kleurstoffen zelf niet bewezen is.. Het gebruik 
van deze stoffen in hengelsportartikelen lijkt daarom niet zo verantwoord. 
Enerzijds in verband met een mogelijk verhoogd kankerrisico voor de 
sportvissers en anderzijds om het feit, dat ze vis ongeschikt maken voor 
menselijke consumptie. 
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1. INLEIDING 

Het was in september 1979, dat het RIVO met de eerste roodgekleurde aal 
geconfronteerd werd. Deze aal was afkomstig uit de Nieuwkoopse plassen 
en bereikte het RIVO via de Keuringsdienst van Waren uit Haarlem. Drie 
jaar later kwam er meer zicht op de rode kleur problematiek, toen de 
NWS een tweetal roodgekleurde alen voor onderzoek aanbood. De rood-
kleuring was door het gehele visvlees waarneembaar met een sterkere 
intensiteit in de vethoudende weefsels. In de maag van een van beide alen 
werd een groot aantal (Ho - 50 stuks) roodgekleurde maden aangetroffen. 
Omdat de absorptie spectra van extracten van zowel aal als maden sterk 
op elkaar leken werd aangenomen, dat de rood-kleuring van de aal 
veroorzaakt was door de rode maden. Uit onderzoek van de Keuringsdienst 
van Waren, Haarlem, kwam vast te staan, dat de rode kleurstof geen over­
eenkomst vertoonde met een van de toegestane kleurstoffen voor levens­
middelen of cosmetica. Op dit punt aangekomen werd het onderzoek stop­
gezet zonder dat de identiteit van de stof was achterhaald (brief 
6 december 1982, 3873/vB-H-7132). 

Engelse hengelsporters maken zich al enige jaren zorgen over gekleurde 
maden. In de Angling Times van 10 maart 1982 wordt al melding gemaakt 
van een verbod op het gebruik van bronskleurige maden bij viswedstrijden 
in Wiltshire en de National Federation of Anglers verbood in 198U het 
gebruik van gekleurde made in alle onder haar auspiciën georganiseerde 
viswedstrijden. Uit een onlangs gepubliseerde "incident case study" 
onder 2^0 nieuwe patiënten met kanker aan nieren en urinewegen uitge­
voerd door de Universiteit van Birmingham kwamen significante verbanden 
naar voren tussen het voorkomen van de ziekte, rookgedrag en deelname 
aan viswedstrijden. De kankerpatiënten bleken 1,8 x meer aan hengelsport 
te doen en 2,0 x zo vaak te roken. 5% van de kankergevallen konden 
worden toegeschreven aan frequente blootstelling aan chrysoïdine-azo 
kleurstoffen, middels het gebruik van met deze stoffen gekleurde maden 
(G.Sole, 1985). 

Bovengenoemde informatie en het toenemend aantal meldingen van roodge­
kleurde aal en ook baars maakte nader onderzoek naar de rode kleurstof 
dringend gewenst. Allereerst werd de chemische indentiteit van de rode 
kleurstof(fen) opgehelderd, waarna door onderzoek van hengelsport 
artikelen de herkomst van de kleurstoffen werd achterhaald. 

2. MATERIALEN 

Via hengelsporters en verschillende organisaties werden roodgekleurde 
vissen aangeboden voor onderzoek. In tabel 1 staan de gedetailleerde 
gegevens van die vismonsters gerubriseerd. De aquarium experimenten, welke 
onder 5-2. nader beschreven staan, leverden ook 2 monsters op ieder 
bestaand uit 5 alen. De details van deze monsters worden in tabel 2 
gegeven, fie vissen werden gefileerd en per vangplaats werden mengmonsters 
bereid dooc van ieder exemplaar een gelijke hoeveelheid visvlees te nemen 
en het vlees van alle exemplaren ('1 tot 5 stuks) te zamen te .homogeniseren 
in een Waring Blendor. De hengelsportartikelen, die bij een aantal winkels 
in de omgeving werden gekocht staan vermeld in tabel 3. 
De bij het onderzoek gebruikte kleurstoffen, die door de Nederlandse 
Kleurstoffen Industrie, Amersfoort en de Keuringsdienst van Waren, 
Rotterdam beschikbaar gesteld werden, zijn: 
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kleur indexnummer fabrikant 

Oil red tax 
Oil red 7 B 
Sudanrood 7 B 
Sudanrood IV 
Sudanrood III 
Sudanrood B 

26050 
26105 
261OO 
26110 

NKI, Amersfoort 
NKI, Amersfoort 
Bayer 
Brocades Steeman 
Dr. G. Grubber & Co, Leipzig 
NKI, Amersfoort 

3. ONTWIKKELING VAN DE CHEMISCHE ANALYSE 

3.1. Extractie 

De waarneembaar sterkere kleurintensiteit in de vette weefsels van aal 
wees in de richting van een goede extractie mogelijkheid met organische 
oplosmiddelen. Daartoe werd het visvlees homogenaat met een 3 keer zo 
grote hoeveelheid watervrij Na2 SOi» gewreven tot een droogpoeder ontstond. 
Na één nacht drogen vond Soxhlet extractie plaats met n-pentaan. Bij een 
visueel volledige extractie van de rode kleurstof werd de Soxhlet 
procedure beëindigd (3-10 uur). De ingewanden van vis en de rode maden 
werden volgens dezelfde methode geëxtraheerd. Van de rode kleurstoffen in 
de hengelsportartikelen werden oplossingen in water, iso-octaan en aceton 
gemaakt door simpel mengen van het materiaal met het oplosmiddel. Mix 2000, 
een droog mengvoeder, werd zonder Na2 SOi» te gebruiken eveneens aan een 
Soxhlet procedure onderworpen. 

3.2. Zuivering 

Voor een goed verloop van de analyse was zuivering nodig. Vooral de 
tegelijk met de rode kleurstof mee geëxtraheerde vetten moesten verwijderd 
worden. Daartoe werden diverse vetverwijderingstappen uitgetest. 
Allereerst werd de bij de PCB/pesticiden analyse gebruikte aluminium oxide 
kolom chromatografie uitgeprobeerd. De AI2 O3 (actief basisch I, Merck 
no. 1076) werd behandeld met 5$ bidest. Na één nacht equilibreren werd 
per monster (max; 250 mg vet) 15 g AI2 03.5% H2O in een kolom met een 
diameter van 2 cm gebracht. Bovenop de kolom werd ongeveer 0,5 g Na2 SO4 
aangebracht (M. Kerkhoff. e.a., 1981). De elutie van de rode kleurstoffen 
geschiedde met n-pentaan zo traag, dat werd overgegaan op 5 en zelfs 10$ 
diethylether/pentaan. Helaas bleken er toen te veel vetten meegeëlueerd te 
worden, zodat naar een andere zuiveringsstap gezocht moest worden. 
Uitschudden van het vet met behulp van acetonitril leverde ook geen 
positief resultaat (M. Porter e.a., 1970). Bij een extractie van 10 ml 
rode kleurstof met aalvet in pentaan met 3 keer 15 ml acetonitril bleken 
zowel het vet als de rode kleurstof hoofdzakelijk in de acetonitril fase 
terecht te komen. 
Destructie van het vet met behulp van geconcentreerd H2 SOi» bij kamertem­
peratuur leidde tot destructie van de rode kleurstof en een behandeling 
met alcoholisch loog was net zo weinig succesvol. Volgens RIVO-voorschrift 
8U.12 (j. de Boer e.a., 198U) werd 1,6 g (rood) visvet met 18,U g H2 0, 20 ml 
k0% K0H en 20 ml ethanol U uur gerefLuxedbij 90° C. Na afkoelen, en toe­
voegen van 7 ml ethanol bleek bij uitschudden met pentaan dat de rode 
kleurstof verdwenen was. 
Gelpermeatie chromatografie bleek wel de gewenste scheiding van de grote 
vetmoleculen en de veel kleinere kleurstof moleculen te geven. Analoog aan 
de door L. Johnson e.a. (1976) beschreven methode voor de zuivering van 
pesticiden werd 1 g rood vet opgelost in 10 ml tolueen-ethylacetaat (1:3) 
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gebracht op een kolom (lengte 30 cm diameter 2,5 cm) van Bio Beads SX-3. 
Tolueen-ethylacetaat werd gebruikt als elutiemiddel. De vetten kwamen 
terecht in de eerste 75 ral, waarna de rode kleurstoffen in de volgende 
25 tot 40 ml elueerden. Na schoonspoelen van de kolom met nog eens 50 ml 
was deze weer gereed voor het volgende monster. De ethylacetaat en de 
tolueen (na toevoegen van 20 ml ethanol voor een azeotropische verdamping) 
werden met behulp van een rotavapor verwijderd, waarna de rode kleur­
stoffen afhankelijk van de concentratie in 1 of 2 ml iso-octaan werden 
opgenomen. 

3.3. Detectie 

3.3.1. Oriëntatie 

Tijdens diverse fasen van het onderzoek werden van de rode kleurextractën 
absorptie spectra in het zichtbare gebied (200-600 mm) opgenomen met een 
Hitachi 100-80 Spectrofotometer. 
Toen de aluminiumoxide zuivering stap 2 kleurfracties bleek op te leveren 
werd dunne laag chromatografie toegepast op kant en klare TLC Kiezelgel-
60 platen met een laagdikte van 2,5 mm (Merck no 5724). Iso-octaan/ 
dibutylether (4:1 ) bleek de meest geschikte loop vloeistof te zijn. In de 
aal en maden extracten en in de voor de maden kleuring gebruikte stoffen 
Oil red 1 B en Oil red tax werden diverse kleurvlekken aangetroffen. 

R_x100 kleur aal maden TB red tax 

35 roze + + + 

23 geel + 

19 rood + + + 

15 rood + + + 

4-13 rood/bruin + + 

Omdat de dunne laag chromatografie kwantitatieve beperkingen heeft werd 
ook de Al2 03 kolomchromatografie verfijnd. Kolommen met een diameter 
van 6 mm gevuld met 5 g Al2 03.5$ H20 en geëlueerd met iso-octaan/ 
dibutylether (9:1 ) leverden voor de diverse produkten verschillende 
gekleurde fracties op (zie ook fig.1). 

Elutie volume (ml) kleur Amax(nm) aal maden 7B red tax Mix 2000 

9-1U roze 518,365 + + + 

13-20 geel 475,305 + + 

30-40 rood 508,345 + + + + 

40-55 rood 520,380 + + + + 

3.3.2 HPLC 

Toen het oriënterend onderzoek aangaf, dat meerdere rode kleurstoffen aan­
wezig konden zijn, was het duidelijk, dat voor de definitieve detectie 
aan hoge druk vloeistofchromatografie gedacht moest worden. Hiervoor werd 
de Spectra Physics SP 8100 HPLC ingezet gekoppeld aan de SP 8400 UV/Vis 
detector en de SP 4200 computing integrator. De scheiding vond onder 
normale fase condities plaats: 
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Kolom: Supelco LC Si no 107*+ 

lengte : 15 cm 
I.D. : h,6 mm 
D.D. : 6,1t mm 
dp : 5 um 

druk : 30 bar 
elutie snelheid: 0,6 ml/min 
temperatuur : 32° C 

De elutie geschiedde isocratisch met iso-octaan/dibutylether (9:1) als 
eluens, dat bij een voorstudie de beste scheiding gaf bij een analyse 
tijd van maximaal 30 min. De kleine verschillen in de absorptie maxima 
van de diverse rode kleurstoffen maakten voor de detectie de keuze 
van één superieure golflengte onmogelijk, maar de keuze van 510 nm 
bleek een goede tussenoplossing te zijn (fig. 1). 
Ten behoeve van de kwantitatieve analyse werden eerst de beschikbare 
kleurstoffen op zuiverheid getest om diegene • te selecteren, die als 
standaarden konden dienen. Sudanrood IV, Sudanrood 7 B en Oil red 7 B 
gaven slechts één piek te zien in het chromatogram, terwijl Oil red tax, 
Sudanrood III en Sudanrood B respectievelijk 3, 3 en h hoofdpieken 
opleverden. De chromatogrammen van deze drie laatste stoffen gaven alle 
ook een piek voor Sudanrood IV te zien, Sudanrood 7 B en Oil red 7 B 
bleken één en dezelfde stof te zijn. Voor kwantificering waren dus twee 
zuivere stoffen beschikbaar: Sudanrood IV en Sudanrood 7 B. Stockoplos­
singen werden bereid door 10 mg op te lossen in 5 ml aceton en dit tot 
50 ml aan te vullen met iso-octaan. De werkstandaarden (20 Mg/ml) werden 
door 1 op 10 verdunning verkregen. 
Alle monsters werden met behulp van HPLC onderzocht, waarbij kwantifi­
cering geschiedde met behulp van piekoppervlakken volgens een externe 
standaard methode. Het injectie volume bedroeg 10 yl. Zowel Sudanrood IV 
als Sudanrood 7 B konden nog bepaald worden bij een concentratie van 
2 yg/ml in het extract. Uitgaande van een extract met 1 g vet, dat na 
zuivering via de Bio Beads SX-3 kolom in 1 ml iso-octaan gebracht wordt, 
komt de detectiegrens te liggen bij 2 yg/g vet. De detectiegrens in het 
uitgangsmateriaal is dan uiteraard afhankelijk van het vetgehalte van het 
monster en de hoeveelheid, die in bewerking genomen wordt. Voor de 
bepaling van Sudanrood kleurstoffen in gasolie en mengsels van gas- en 
dieselolie wordt door P. Ohs e.a. (1985) een vergelijkbare detectie-
methode succesvol toegepast. 

k. IDENTIFICATIE EN VOORKOMEN 

Uit de eerste oriënterende onderzoekingen bleek, dat bij de rood-kleuring 
van aal minimaal 3 verschillende rode kleurstoffen betrokken waren. 
Informatie van de NKI en de Keuringsdienst van Waren, Rotterdam 
(J. van der Burg, I98U) zetten ons op het spoor van de Sudan kleurstoffen. 
Voor het kleuren van maden worden Oil red 7 B en Oil red tax gebruikt. 
Oil red 7 B bleek Sudanrood 7 B te zijn, terwijl Oil red tax uit meerdere 
stoffen bestond, waaronder Sudanrood IV. In fig. 2 worden de chromato­
grammen van een aantal karakteristieke extracten gegeven. Van alle bij het 
HPLC onderzoek aangetroffen pieken worden de relatieve retentietijden 
t.o.v. Sudanrood IV in onderstaand overzicht gegeven. De intensiteiten 
van de pieken in een aantal karakteristieke monsters worden door middel 
van de teken ++, +, o en - weergegeven. 
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rt rel. t.o.v. IV 7 B red tax aal maden 

0,36 + + - ++ ++ 

0,69 (geel) + - -

0,78 - ++ + ++ 

0,92 
(IV) 

0 O + 

1,0 (IV) ++ ++ ++ 

1,26 - + O + 

1,32 - O O 0 

++ hoofdcomponent 
+ belangrijke component 
o aanwezig 
- afwezig 

Uit het HPLC onderzoek kwamen Sudanrood T B en Sudanrood IV naar voren als 
de twee belangrijkste veroorzakers van de rode kleur in aal en ook baars 
uit verschillende gebieden van Nederland. Het was niet mogelijk om de 
identiteit van de derde belangrijke aanwezige piek te achterhalen, maar 
enige overeenkomst met de chemische structuur van Sudanrood IV valt wel 
te verwachten. 
In aal werd Sudanrood 7 B aangetroffen in gehalten variërend van < 0,1 
tot 9,6 mg/kg, terwijl de gehalten van Sudanrood IV varieerden van 0,07 
tot 6,9 mg/kg. In de beide baarsmonsters werden < 0,02 en 0,66 mg/kg 
Sudanrood 7 B en 0,02 en 0,36 mg/kg Sudanrood IV aangetroffen. De gehalten 
in de ingewanden van de vis verschilden meestal iets van die in het vis­
vlees. De beide kleurstoffen kwamen zelden in dezelfde verhoudingen voor 
en waren beurtelings de belangrijkste. De aanwezigheid van de andere 
kleurstofpieken bleek duidelijk afhankelijk te zijn van de aanwezigheid 
van Sudanrood IV. Hoe hoger het Sudanrood IV gehalte hoe hoger ook hun 
pieken waren. Het relatieve piekoppervlak van de derde belangrijke piek 
(r^ re^= 0,78) ten opzichte van het piekoppervlak van Sudanrood IV 

varieerde van 0,13 tot 0,57 met een mediaanwaarde van 0,23 (zie voor al 
deze resultaten tabel U). 

5. BRONNEN 

5.1. Hengelsportartikelen 

Het pathologisch onderzoek van 1982 wees uit, dat rode maden gezien 
moesten worden als belangrijke bron voor roodgekleurde vissen. Naast 
maden werden echter nog 7 andere roodgekleurde hengelsportartikelen 
onderzocht. Met behulp van drie verschillende oplosmiddelen (water,aceton 
en iso-octaan) werden oplossingen van de rode kleurstoffen gemaakt, 
waarvan absorptiespectra werden opgenomen. De resultaten van deze een­
voudige test staan samengevat in tabel 3. Het zal duidelijk zijn, dat de 
3 in water oplosbare kleurstoffen wat betreft oplosbaarheid afwijken 
van de vetoplosbare Sudanrood kleurstoffen. Bij 2 andere artikelen ging 
de rode kleurstof geheel niet in oplossing en Rubi Verdur loste alleen 
op in aceton. De rode kleurstof in Mix 2000 bleek daarentegen in iso-
octaan zeer goed oplosbaar te zijn en omdat ook het absorptiespectrum 
sterke overeenkomst vertoonds met dat van de Sudanrood kleurstoffen werd 
dit laatste produkt samen met de maden uitvoeriger met hoge druk vloei­
stof chromatografie onderzocht. De identiteit van de rode kleurstoffen 
in de andere hengelsportartikelen werd niet achterhaald, maar uit onder­
zoek van de Keuringsdienst van Waren, Rotterdam is gebleken dat voor 
kleuring zowel de volgens de Warenwet in levensmiddelen toegestane rode 
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kleurstoffen (E 102, E 122, E 12U, E 180) als ook andere onbekende stoffen 
gebruikt worden (J. van der Burg e.a., 198M-
Het kwantitatieve HPLC onderzoek leverde voor de maden Sudanrood 7 B en 
Sudanrood IV gehalten op, die minimaal een factor 10 hoger waren dan die 
in de vissen (tabel b). In het ene monster waren Sudanrood 7 B en Sudan­
rood IV in dezelfde orde van grootte aanwezig (resp. 35 en 51 mg/kg), 
terwijl in het andere monster Sudanrood IV dominant was (resp. 5,9 en 
57 mg/kg). Ook de andere pieken van Oil red tax werden aangetroffen 
(fig. 2). Zo was het oppervlak van de piek met r = 0,78 0,28 x het 

het oppervlak van de Sudanrood IV piek. In Mix 2000 kon geen Sudanrood 7 B 
worden aangetoond, wel werden alle in Oil red tax aanwezige stoffen 
gedetecteerd. Het gehalte aan Sudanrood IV bedroeg 580 mg/kg en de onbe­
kende piek met r^ = 0,78 had een relatief piek oppervlak van 0,U9 ten 

opzichte van het oppervlak van de Sudanrood IV piek (tabel k). 

5.2. Aquarium experimenten 

Om de bewijsvoering verder kracht bij te zetten werden met de beide 
verdachte hengelsportartikelen, maden en Mix 2000, aquarium experimenten 
uitgevoerd. In twee bakken van 50 x 50 x 100 cm, voorzien van beluchting 
en filters, werden 25 alen met een lengte van 20 tot 30 cm gebracht. 
In de ene bak werd met rode maden en in de andere bak met Mix 2000 (met 
water aangemaakt en tot een bal gekneed) gevoerd. Om enige afwisseling 
in het dieet aan te brengen werd af en toe met aasgarnalen (Neomisis 
integer) uit het Noordzeekanaal bijgevoerd. Het water in de bakken werd 
regelmatig ververst. 
De experimenten begonnen op 10 oktober 198U. De rode maden werden vanaf 
het begin goed gegeten, terwijl Mix 2000 in het geheel niet gegeten 
werd. Dit laatste experiment werd daarom na een zekere tijd beëindigd 
met een negatief resultaat. De alen, die rode maden kregen, bleken in 
een goede conditie te zijn en al na 3 weken (31 oktober) begon bij 
sommige alen een rode gloed zichtbaar te worden. 8 november was ook 
het water enigszins gekleurd. Na 10 weken (17 december) werden de alen 
in schoon water geplaatst en op 18 december werd een monster van 5 
exemplaren genomen (monster 18, tabel 2). De vissen werden gefotogra­
feerd en het visvlees werd chemisch onderzocht. De overgebleven exempla­
ren werden vervolgens met ongekleurde maden gevoerd om een mogelijke 
kleurafname te kunnen zien. Op 18 januari 1985 werd opnieuw een monster 
van 5 alen genomen, dat op dezelfde wijze verwerkt werd (monster 19, 
tabel 2). Onder de overgebleven 15 alen brak toen helaas witte stip uit 
en diverse pogingen om dit te verhelpen mislukten. Regelmatig overleden 
er vissen en op 6 februari werd het experiment noodgedwongen beëindigd. 

Het chemisch onderzoek wees uit, dat de beide Sudanrood kleurstoffen in 
de alen waren geaccumuleerd, waarbij voor Sudanrood IV een niveau (lU 
mg/kg) werd vastgesteld, dat circa 1,5 x zo hoog was als het maximaal in 
de natuur aangetroffen gehalte. Helaas zijn de gevoerde maden niet steeds 
parallel mee geanalyseerd, zodat over de mate van accumulatie niet zoveel 
kan worden opgemerkt. Dit zelfde geldt ook voor een mogelijke eliminatie. 
Alhoewel monster 19 (1 maand zonder rode maden) minder Sudanrood IV 
bevatte dan monster 18 (tabel 1+ ) valt er gezien de biologische variabili­
teit binnen een monstergroep van 5 exemplaren toch weinig te concluderen 
over een afname en helaas strooide de witte stip roet in het verdere 
verloop van het eliminatie experiment. 



6. DISCUSSIE 

Het onderzoek aan roodgekleurde vissen uit diverse Nederlandse binnen­
wateren heeft duidelijk uitgewezen, dat steeds dezelfde groep van 
Sudanrood kleurstoffen verantwoordelijk was voor de roodkleuring. 
Sudanrood 7 B en Sudanrood IV waren beurtelings dominant. Een gehalte 
van 1 mg/kg of meer kan met het oog goed geregistreerd worden. De gehalten 
in aal lagen doorgaans tussen de 0,1 en 10 mg/kg per individuele verbin­
ding. Roodgekleurde maden zijn de belangrijkste veroorzakers van de rode 
kleur bij aal, maar de bijdrage van andere roodgekleurde hengelsport­
artikelen moet zeker niet onderschat worden. Met name Mix 2000 formule 
b, lokaas voor witvis, kan gezien de aanwezigheid van Oil red tax 
vergelijkbare problemen opleveren. 
Sudanrood kleurstoffen en ook andere diazo-, azo- en anthraquinone 
kleurstoffen worden als tracers gebruikt voor het merken van brandstoffen. 
In diverse landen is het wettelijk verplicht om brandstoffen met lood-
toevoegirtg (b.v. alkyllood verbindingen) te merken (T. Youngless e.a., 
1985). Voor dit doel worden in West Duitsland veel Sudanrood ï B en 
structureel overeenkomstige verbindingen gebruikt, terwijl in Frankrijk 
vooral Sudanrood IV wordt gebruikt (P. Ohs.e.a., 1985). 
Het toepassen van allerlei synthetische kleurstoffen brengt zekere 
risico's met zich mee. De ontdekking van de Sudanrood kleurstoffen in 
aal en maden roept ogenblikkelijk vragen op, omtrent de betekenis van 
deze stoffen voor de mens en zijn ecosysteem. Volgens de Warenwet is 
het gebruik van Sudanrood kleurstoffen in levensmiddelen verboden. 
De Warenwet werkt voor voedseladditieven met een zogenaamde positieve 
lijst, waarop stoffen pas terecht kunnen komen na een uitvoerige toxico­
logische beoordeling,om zodoende de consument een veilig produkt te 
garanderen ( Anon. 1982 ). 
Bij dierexperimenten van Sudanrood 7 B en Sudanrood IV blijken bij 
ratten en muizen leverbeschadigingen te kunnen optreden, waarbij ook 
enkele carconomen werden aangetroffen (Deutsche Forschungsgemeinschaft, 
1957). De mogelijke kankerverwekkende werking van deze kleurstoffen is 
feitelijk de belangrijkste bron van verontrusting. Dit komt vooral 
door de structuur overeenkomst van de diazokleurstoffen met bekende 
carcinogene stoffen, zoals ß-nafthylamine (2-aminQnafthaleen), benzidine 
(1+,U'-diaminobifenyl), o-toluidine (2-aminotolueen ), botergeel (1+-
N,N-dimethyl-aminoazobenzeen), o-aminoazotolueen (o-aminodimethylazo-
benzeen) en U-aminoazobenzeen. Diverse landen hebben kleurstoffen van 
de lijst van toegestane additieven voor levensmiddelen verwijderd, omdat 
ze gesynthetiseerd werden door een reaktie van 2-aminonafthaleen met 
aniline (aminobenzeen), o-toluidine (2-aminotolueen) of m-xylidine 
(aminodimethylbenzeen), ondanks het feit, dat de carcinogeniteit van de 
kleurstoffen zelf niet bewezen was (I.Chernozemsky e.a., 1981 ). Ook 
voor de synthese van Sudanrood 7 B en Sudanrood IV worden kankerverwek­
kende stoffen gebruikt (zie Appendix 1). Sudanrood 7 B ontstaat door een 
reactie van *+- aminoazobenzeen met 2-N-ethylaminonafthaleen en Sudanrood 
IV uit ^-amino-2',3~dimethylazobenzeen en 2-hydroxynafthaleen. De uit-
gangsprodukten voor de synthese van deze beide Sudanrood kleurstoffen 
vertonen ook sterke structurele overeenkomsten met Chrysoïdine (2,h-
diaminoazobenzeen), dat als bronskleurige maden kleurstof in verband is 
gebracht met het voorkomen van kanker aan de nieren en urinewegen bij 
sportvissers (G. Sole, 1985 ). 
Chemisch gezien wijken de Sudanrood kleurstoffen belangrijk af van de 
hiergenoemde carconogene stoffen, omdat de vrije amino (NH2-) groep 
ontbreekt en het zijn vooral de aromatische amines, die bekend staan om 
hun carcinogene werking. Het aangetroffen Sudanrood IV was echter 
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afkomstig van Oil red tax, een technisch mengsel en het gebruik van niet 
zuivere stoffen brengt extra risico's met zich mee. Zeker gezien het 
feit, dat ook de andere stoffen van het Oil red tax in de vissen aange­
toond konden worden. Omtrent de zuiverheid en de specificaties van 
kleurstoffen, die in levensmiddelen gebruikt mogen worden heeft de EEG 
daarom dan ook richtlijnen ontwikkeld. Met name de hoeveelheid vrije 
aromatische amines moet aan strenge eisen (< 0,01%) voldoen, terwijl 
bovendien de hierbovengenoemde kankerverwekkende stoffen niet detecteer­
baar mogen zijn (K. Khera, 1979). 

Het geheel aan beschikbaar gekomen gegevens overziend lijkt het langer 
toepassen van de Sudanrood kleurstoffen in hengelsportartikelen dan ook 
niet verantwoord. Het brengt mogelijk een verhoogd kankerrisico voor 
de sportvissers met zich mee en maakt bovendien de belaste aal en andere 
vis door de aanwezigheid van niet toegestane additieven ongeschikt voor 
menselijke consumptie. Het zou de Nederlandse hengelsporters sieren, 
indien zij het voorbeeld van hun Britse collega's zouden volgen en een 
verbod op het gebruik van gekleurde maden bij wedstrijden zouden afkon­
digen. Ten aanzien van de andere gekleurde hengelsportartikelen lijkt 
de eis uitsluitend gebruik van bij de Warenwet toegestane kleurstoffen 
voor levensmiddelen een alleszins redelijke te zijn. 
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Tabel 2. Monstergegevens aquarium experiment 

Nr. datumaantal lengte (cm) gewicht (g) 
monstername 

10—10— * 8U start experiment - rode maden als voedsel 

17—12—18U schoon water 

18 18-12-'8U 5 alen 3^,5 56 

27,0 26 

26,5 22 

2U,5 17 

2k ,5  18 

18—12—'8U rode maden vervangen door ongekleurde maden 

19 18-1-*85 5 alen 27 19,7 

26 17,6 

23 1U,5 

28 22,8 

23 11,2 

20-1-'85 Witte stip. 

6-2-'85 Experiment noodgedwongen beëindigd. 



Tabel 3. Gegevens van rode hengelsportartikelen 

Produktomschrijving 
Oplosbaarheid 

water aceton iso-octaan 
Golflengte (nm) van 
de absorptie max. 

Maden color (paars-rode vloeistof) 
Rosa Special D.A.M. nr. 7678/OOI 
Wolf-Rüdiger, Kremkus 

Special Futter farbe nr. 7679/000 
(rode vloeistof) 

Catchum Edible colour powder 
(rode vast stof) 

Mix 2000 formule 4, lokaas voor 
witvis, Intravis 

Shakespeare deegrood nr. 95^+7/003 
Instant Kostra deeg 

Rubi Verdur (tube) 
"Albatros" 

Hollands witvis deeg Catch 
(tube) Shakespeare nr. 9550 

Maden 

(250), 5U8 

21+8, 1+25 

(326), 502 

(3^5), 505 

508 

(3U5), 505-520 

* + rode kleur goed oplosbaar 
- rode kleur niet oplosbaar 



Tabel U. Resultaten van de bepaling van Sudanrood kleurstoffen in de monsters 

Nr. Hoeveelheid (g) 
gebruikt monster-
materiaal 

Percentage (%) 
bi.i clean up Gehalte (mg/kg) 

Relatieve opp, 
r = 0,78 
t rel 
Sudan IV 

Hoeveelheid (g) 
gebruikt monster-
materiaal A120 3 Bio B. Sudan 7B Sudan IV 

Relatieve opp, 
r = 0,78 
t rel 
Sudan IV 

1 19 100 1 ,2 0,62 0,23 

2 .20 100 < 0,1 1 ,7 0,17 

3 M 100 5,9 57 0,20 

U 30 100 1,3 2,7 0,23 

5 19 100 0,10 U,8 0,36 

6 19 100 0,88 0,99 0,36 

T 59 5 1 ,1 6,8 0,27 

8 • 53 100 o ,66 0,36 0,13 

9 1,8 100 0,56 0,58 0,20 

10 B h  k  M 2,9 0,21 

11 10 100 1,2 2,1 0,16 

12 33 100 < 0,02 0,02 -

13 2,0 100 < 0,02 < 0,02 -

1U U9 8 8,5 6,9 0,25 

15 13 50 2,1 0,07 0,57 

16 1+6 8 9,6 5,0 0,22 

1T b 9  10 3,8 3 , b  0,22 

18 20 20 0,26 I k  0,30 

19 83 20 0,21 9,6 0,27 

Rode maden 5 g 100 35 51 0,28 

Mix 2000 100 g - 580 0,U9 

Oil Red Tax - U80 g/kg 0,61 
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Fig.1. Absorptie spectra van rode kleurextracten, 

A: aal nr. 2 (ongezuiverd) 
B: maden 2e kleurfractie (rood) 
C: maden 1e kleurfractie (roze) 
E: Mix 2000 1e kleurfractie (geel) 
F: Mix 2000 2e kleurfractie (rood) 
G: Mix 2000 3e kleurfractie (rood) 
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Fig.2. Enkele karakteristieke chromatogrammen van rode kleurstof extracten. 



APPKNDIX 1: Structuurformules, naamgeving en eigenschappen van relevante 
verbindingen• 

26050 C.I. S o l v e n t  R e d  1 9  ( B r i g h t  b l u n h  r e d )  

C j U r l I N  

p  -Phenylazoanilinc -*• \'-hthyl-2-naphthylamine 

F I A T  7 6 4  -  S u d a n r o t  7 l i  

Sudanrood 7 B 

Soluble in ethanol (carmine) 
Very soluble in acetone and benzene 
H,SO, conc. — brilliant greenish blue; on dilution 

violet to bordeaux 
>iuiiL 

261 05 C.l. Solvent Red 24 ( R e d )  

CH3 CH, HO 
<̂ >-K - N-<(ĉ >-N = 

<̂ Cy 
+_»-Tolylvo-o-toluidine -+ 2-Naphthol 
U-amino-2'.3-dimetnylazobenzeen 

FIAT 764 — Sudan Red BB 
M.p. 184-18S°C 

Sudanrood IV 

Soluble in ethanol and acetone 
Very soluble in benzene 
HfSO« conc. — bluish green; on dilution — red ppt. 

261 0® C.L Solvent Red 23 lYeUmvish red 

/-x H0 
= N<^o]>-N = N-^0^> 

p.phenylazoaniline -• 2-Naphthol 
l+-amino-azobenzeen 
Note — Some commercial products are made from mixtures of 

„.phenylaxoaniline and its homologues and are e.g. composed of C.I.26100 
Vd C.I.26105 

Sudanrood III 

Discoverer — F. Grassier 
Rumpff Si Grassier, BP 5003/79; FP 134802 
Krügener, GP 16482 (Fr. 1, 443) 
FIAT 764 — Sudan Red BK 
Nietzki, Ber. 13 (1880), 800, 1838 
Rowe & Levin, JSDC, 40 (1924), 226 
Recrystallised from ethanol — brown platei with green metallic 

lustre, m.p. 19S°C 

Soluble in ethanol and acetone 
Very soluble in benzene 
HtS04 conc. — bluish green ; on dilution — blue solution, then 

red ppt. 

26110 C.I. Solvent Red 25 (Red) FIAT 764 — Sudanrot B 

H»C H,C HO 
= N-<^o)-N = N-^0^> Sudanrood B 

/o\ 

4-m-Tqlylazo-m-tqluidine -* 2-Naphthol 
4-ammo-2,3 aimetnylazobenzeen 

HO 
<OVN = NH(O) 

<2> 

Sudangeel 
azobenzeen-1-naft aleen-2'-hydroxy 

HjN 
<(o^N = N-<0>KH , 

Chrysoîdine 

2,k diamino-azo-benzeen 

CH, 

<g^NHz 

o-Toluïdine 

2-aminotolueen, 2-raethylaniline 

ß-Nafthylamine 

<o) 
(o) 

2-aminonaft aleen 


